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論文内容の要旨
細胞は様々な細胞内外の変化に対して細胞内環境を一定に保ち、生命の最も重要な特徴の一つで、ある恒常性を維持
している。 Na+/H+ 交換輸送担体は、細菌から高等動物まで多くの生物に存在する膜蛋白質であり、 Na+ と H+ を
交換輸送することによげ細胞内 pH や Na+ 濃度の調節に中心的な役割を果たしているが、そのイオン輸送の分子機
構や活性制御機構については未だ十分に明らかとはなっていない。本研究では遺伝的解析が容易な大腸菌と Hpylori
の Na+/H+ 交換輸送担体 (NhaA)に注目した。
NhaAは 12 回膜貫通型蛋白質で、大腸菌NhaA (EC NhaA)を含む既知の NhaAがアルカリ pH で活性化される
のに対して H pylori NhaA (HP NhaA)は EC NhaAと分子全体にわたって高い相向性を示すものの、弱酸性 pH
からアノレカリ pH まで広く高い活性を示す。このように HP NhaAが EC NhaAとは機能的に異なる特徴を示したこ
とから、これらのNhaAを比較解析することにより NhaAのイオン輸送機構や pH による活性制御機構を分子レベル
で明らかにすることを目指した。
(l)EC NhaAと HP NhaAの pH 応答性の違いに関わる領域を明らかにするため、両 NhaAのキメラ蛋白質の解析を
行った。その結果、NhaAの活性の pH 応答性には HP NhaA特有の配列が存在する N 末端と Loop 8 領域は関与し
ておらず、これらの領域を除く比較的相向性の高い領域が重要であることが示唆された。
(2)NhaAの交換輸送活性に重要な領域を残基レベルで、明らかとすることを目的とし、 HP NhaAにランダムに変異を
導入した変異体の解析を行った。その結果、NhaAには 3 つの機能的に重要な領域が存在することが明らかとなった。
すなはち、第 4 、 5 と第 10、 11 膜貫通領域はイオン輸送活性に重要であり、輸送路を形成していることが示唆され
た。また、 Loop 7、第 8膜貫通領域はアルカリ pH での活性化に寄与しており、この機構は NhaA間で共通している
ことが示唆された。さらに、第 4 、 10 膜貫通領域はイオン輸送活性に加えて弱酸性 pH での活性にも寄与しており、
この機構は HP NhaAに特有の機構であることが示唆された。さらに、第 10 膜貫通領域中の Lys 347 残基がイオン
輸送活性とその pH 応答性、及び Na+ に対する親和性の全てに重要な残基であることが示唆された。
(3)第 10 膜貫通領域について、その形質膜中における構造と機能残基を決定することを目指し、システイン走査変異
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法により解析した。その結果、 Lys 347 残基に加え、膜貫通領域中に周期的に存在する 4 つの Gly 残基が活性に重要
であることが示された。 Gly 残基が 3残基おきに並ぶ GxxxG という配列は、いくつかの膜蛋白質で helix packing に
重要な motif として報告されており、 NhaAにおいてもこれらの配列がイオン輸送路の構造維持や活性に伴う構造変
化に関与していることが考えられた。さらに、システイン修飾試薬 (NEM) との反応性から、第 10 膜貫通領域の一
部が親水的な小孔、すなはちイオン輸送路に面していることが示唆された。また、 Lys 347 残基が NEM と強く反応
していたことから、この残基がイオン輸送路に面し、基質結合部位の一部を形成していることが強く示唆された。
論文審査の結果の要旨
坪井裕見氏は、細胞内の pH、 Na+ 量の恒常性に主要な役割を果たしている Na+/H+ 交換輸送タンパク質におけ
るイオンのタンパク質内透過経路および 2 つのイオンの結合部位について胃潰湯原因菌であるピロリ菌のものに注
目して研究を行った。その結果、脂質 2 重層内に存在する膜内在性部分において膜を横切るイオン透過路を初めて発
見するに至った。成果は、 2編の論文にすでに発表されており審査の結果、本論文は博士(理学)の学位論文として
十分価値あるものと認める。
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